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鸡尾酒抗体 D2 － 40 /CD34 － CK 对淋巴结检出数量不
足结直肠癌标本的临床病理评价
刘仙花1，2，余英豪1，齐兴峰1，吴在增1，胡顺奇1，熊喜生1，向 娟1，郑智勇1，曲利娟1，叶显宗1
摘要: 目的 探讨鸡尾酒抗体 D2-40 /CD34-CK 双重免疫组化染色在淋巴结检出数量不足的结直肠癌( colorectal cancer，CＲC)
标本脉管侵犯评估中的应用及意义。方法 收集 133 例淋巴结检出数量 ＜ 12 枚的 CＲC 标本，分别行 HE 染色及鸡尾酒抗体
双重免疫组化染色，比较两种方法在脉管侵犯筛查效果中的差异，并分析应用鸡尾酒抗体免疫组化染色证实的脉管侵犯与临
床病理特征及患者总生存期( overall survival，OS) 的关系。结果 ( 1 ) 鸡尾酒抗体 D2-40 /CD34-CK 双重免疫组化染色及 HE
染色对脉管侵犯的检出率分别为 42. 9% ( 57 /133 ) 和 21. 8% ( 29 /133 ) ，差异有显著性( P ＜ 0. 001 ) 。( 2 ) 鸡尾酒抗体 D2-40 /
CD34-CK 双重免疫组化法证实的脉管侵犯与 Dukes 分期、浸润深度、临床分期、淋巴结转移、肿瘤出芽相关( P ＜ 0. 05) 。( 3) 脉
管侵犯、侵犯位置深度、程度及脉管侵犯灶数≤2 个灶且癌栓细胞数量≥5. 5 个与患者 OS 密切相关( P ＜ 0. 05) 。结论 鸡尾
酒抗体 D2-40 /CD34-CK 双重免疫组化染色对脉管侵犯评估优于常规 HE 染色切片观察，与肿瘤分期、淋巴结转移及出芽情况
密切相关，是患者预后的独立影响因素，可作为淋巴结检出数量不足 CＲC 病例的补充检测指标。
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1． 1 材料 选取解放军福州总医院 2008 ～ 2010 年
经外科手术切除并经确诊，具有完整随访资料，且检
出淋巴结数目 ＜ 12 枚的 133 例 CＲC 标本，同时排除
合并其他恶性肿瘤及临床资料不全者，患者年龄
25 ～86 岁，平均 58. 2 岁; 男性 84 例，女性 49 例，男女
比为 1. 7 ∶ 1，按 2016 美国癌症联合委员会( AJCC) 发
布的 TNM 分期标准进行肿瘤病理分期，肿瘤组织学
类型根据 WHO( 2010) 消化系统肿瘤分类标准进行，
并根据文献进行肿瘤出芽评估［3］及肿瘤错配修复
( mismatch repair，MMＲ) 状态的判读［4］。
1． 2 方法 133 例手术切除标本分别行常规 HE 染
色和双重免疫组化染色，一抗及二抗均购自福州迈
新公司。免疫组化染色步骤如下: 石蜡切片脱蜡、水
化后，EDTA 抗原热修复 20 min; 内源性过氧化物酶
阻断 10 min; 滴加即用型混合一抗( 即鼠抗 D2-40、
CD34、兔抗 CK 按工作浓度混合调制的鸡尾酒抗
体) ，37 ℃湿盒内孵育 1 h; 滴加混合型二抗( 即鼠抗
－ 碱性磷酸酶和兔抗 － 过氧化物酶按一定比例混
合) ，室温孵育 20 min; DAB 试剂显色 15 min; AP-red
试剂显色 15 min; 苏木精复染，流水冲洗 5 min; 湿片
组织经 75%乙醇 10 s 烤干冷却至室温后，中性树胶
加盖玻片封固。染色时设阴阳性对照。




phi 法［5］，即脉管围绕肿瘤细胞巢( CK 染色呈棕黄
色) 超过一半判为阳性。脉管侵犯阳性病例再进一




侵犯( 超 出 固 有 肌 层) 和 壁 内 外 脉 管 同 时 侵 犯 3
组［6］。脉管侵犯程度通过计数脉管侵犯阳性的蜡
块数及灶数分为局部侵犯、中度侵犯、广泛侵犯 3 个
级别; 即仅检出 1 个灶的脉管侵犯，判为局部侵犯;
检出脉管侵犯 ＞ 1 个灶，但局限于 1 个蜡块，判为中
度侵犯; 脉管侵犯 ＞ 1 个灶，并分布于不同蜡块，判
为广泛侵犯。并应用在线工具 Cut-off Finder ( ht-
tp: / /molpath． charite． de /cutoff / index． jsp) 确定脉管
侵犯灶数 Cut-off 值［7］; 应用相同的方法确定脉管侵
犯灶数≤2 个灶时癌栓细 胞 数 的 Cut-off 值，2 个
Cut-off 值的敏感性和特异性如表 1 所示。本实验
HE 及双重免疫组化染色切片结果均由两位资深病
理医师按相关标准共同做出判断。
1． 4 随访 以电话及信件形式进行随访，本组 133
例 CＲC 患者均获得随访，最长随访时间 114 个月，
最短随访时间 0. 5 个月，生存时间为 0. 5 ～ 114 个
月，中位总生存期( overall survival，OS) 为 76 个月，
5 年病死率为 54. 9% ( 73 /133) 。
1． 5 统计学方法 应用 SPSS 22. 0 软件进行统计学
分析。HE 切片和 D2-40 /CD34-CK 双重免疫组化染
色切片，对脉管侵犯评估的优劣性比较采用一致性
Kappa 检验和 Wilcoxon 符号秩检验，采用 χ2 检验和
Fisher 确切概率法分析其与临床病理特征的相关性;
单因素生存分析采用 Kaplan-Meier 法，组间比较用
Log-rank 检验; 以 P ＜0. 05 为差异有统计学意义。
2 结果
2． 1 鸡尾酒抗体 D2-40 /CD34-CK 双重免疫组化
染色与 HE 染色对脉管侵犯检测的比较 133 例
CＲC 标本中双重免疫组化染色检出脉管侵犯阳性
57 例( 42. 9% ) ，阴性 76 例( 57. 1% ) ; HE 染色检测
脉管侵犯阳性 29 例( 21. 8% ) ，且其中 2 例经免疫
组化染色后证实为回缩裂隙，而非脉管侵犯。鸡尾
酒抗体双重免疫组化染色法能证实 HE 染色切片观
察的脉管侵犯，也能排除可能存在的假阳性( 图 1 ～
4) ，还能发现一些 HE 切片下难以观察的微小脉管
癌栓。因此双重免疫组化染色法除了能提升检出率
( 一致性 Kappa 检验，P ＜ 0. 001 ) 以外，还能发现更
多 的 脉 管 侵 犯 病 灶 ( Wilcoxon 符 号 秩 检 验，P
＜ 0. 001) 。一致性分析显示，HE 染色和双重免疫
组化染色在脉管侵犯评估呈中度一致性( Kappa 系
数 = 0. 477，P ＜ 0. 001，表 2) 。采用 Wilcoxon 符号秩
检验比较 HE 染色和双重免疫组化染色判读同时存
在脉管侵犯的 27 例平均癌栓灶数 /蜡块，统计结果
显示: 双重免疫组化染色检出平均癌栓灶数 /蜡块值
为 2. 44，明显高于 HE 染色的 1. 51 ( Z = － 0. 410，P





图 1 HE 染色下的脉管侵犯( 红色箭头) 图 2 应用鸡尾酒抗
体 D2-40 /CD34-CK 双重免疫组化染色验证图 1 所示的脉管侵犯( 红
色箭头) 图 3 HE 染色下人工裂隙与肿瘤脉管侵犯不易区分
( 红色箭头) 图 4 鸡尾酒抗体 D2-40 /CD34-CK 双重免疫组化
染色证实图 3 为人工裂隙( 红色箭头)




表 1 脉管侵犯灶数、癌栓细胞数 Cut-off 值
组别 Cut-off 值 AUC( 95% CI) 敏感性 特异性
脉管侵犯灶数( n = 57) 1． 5 0． 71 72． 2% ( 56% ～84． 2% ) 71． 4% ( 50% ～86． 2% )
癌栓细胞数( n = 43) 5． 5 0． 81 76． 5% ( 52． 7% ～90． 4% ) 73． 1% ( 53． 9% ～86． 3% )
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关性( P ＞ 0. 05 ) ，与 Dukes 分期、浸润深度、临床分
期、淋巴结转移及肿瘤出芽等病理特征有相关性( P
＜ 0. 05，表 3) 。











阳性 27 2 29 0． 477 ＜ 0． 001
阴性 30 74 104
合计 57 76 133






χ2 值 P 值
性别
男 84 50 34 0． 528 0． 475
女 49 26 23
年龄( 岁)
≥60 71 45 26 2． 420 0． 16
＜ 60 62 31 31
肿瘤部位
右半结肠 19 9 10
左半结肠 46 22 24 4． 638 0． 098
直肠 68 45 23
肿瘤直径( cm)
≥5 43 24 19 0． 046 0． 853
＜ 5 90 52 38
组织学类型
普通腺癌 105 64 41 2． 956 0． 092
黏液 + 印戒细胞癌 28 12 16
Dukes 分期
A 期 26 21 5
11． 160 0． 011
B 期 47 28 19
C 期 52 25 27
D 期 8 2 6
浸润深度
T1 + T2 32 25 7 7． 575 0． 007
T3 + T4 101 51 50
临床分期
Ⅰ +Ⅱ 73 49 24 6． 582 0． 014
Ⅲ +Ⅳ 60 27 33
淋巴结转移
无 73 49 24 6． 582 0． 014
有 60 27 33
肿瘤出芽
1 分 36 31 5
27． 72 ＜ 0． 001
2 分 59 34 25
3 分 26 10 16
4 分 12 1 11
MMＲ 状态
pMMＲ 115 65 50 0． 134 0． 801
dMMＲ 18 11 7
* 以鸡尾酒抗体 D2-40 /CD34-CK 双重免疫组化染色确定
2． 3 鸡尾酒抗体 D2-40 /CD34-CK 双重免疫组化
筛查脉管侵犯及侵犯位置、程度和癌栓细胞数与
CＲC 患者预后分析 133 例淋巴结检出数 ＜ 12 枚
的 CＲC 中，D2-40 /CD34-CK 抗体双重免疫组化染色
检出脉管侵犯阳性 57 例( 42. 9% ) ，进一步按脉管
侵犯发生位置、侵犯程度以及脉管侵犯灶数≤2 个
灶的病例癌栓细胞数量进行分组。按发生位置分为
壁内侵犯者 27 例( 47. 4%，n = 57 ) ，壁外侵犯者 21
例( 36. 8% ) ，壁内外均有侵犯者 9 例( 15. 8% ) 。脉
管侵犯 程 度 评 估 局 部 侵 犯 者 25 例 ( 43. 9%，n =
57) ，中度侵犯者 21 例( 36. 8% ) ，广泛侵犯者 11 例
( 19. 3% ) 。其中 43 例( 75. 4%，n = 57) 检出脉管侵
犯灶数≤2 个灶，以癌栓细胞数 5. 5 为 Cut-off 值，
≥5. 5者 20 例 ( 46. 5%，n = 43 ) ，＜ 5. 5 者 23 例
( 53. 5% ) 。双重免疫组化染色证实脉管侵犯阳性
组的平均 OS 为 58. 3 个月，明显低于脉管侵犯阴性
组的 72. 2 个 月 ( P ＜ 0. 001，图 5 ) 。采 用 Kaplan-
Meier 曲线法和 Log-rank 检验对脉管侵犯发生位置、
侵犯程度与 CＲC 患者 OS 的单因素生存分析，脉管
侵犯局限于固有肌壁内组的 OS 最好，固有肌壁外
脉管侵犯组次之，肌壁内外均有侵犯组最差( P =
0. 023，图 6) ; 侵犯程度分组的局部侵犯组OS最佳
图 5 鸡尾酒抗体 D2-40 /CD34-CK 双重免疫组化染色
证实脉管侵犯阳性组与阴性组患者 OS 比较
图 6 不同脉管侵犯位置患者 OS 比较
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( P ＜ 0. 001) ，中度侵犯组的 OS 也要优于广泛侵犯
组( P ＜ 0. 001，图 7) 。进一步分析脉管侵犯灶数≤2
个灶的病例癌栓细胞数量对患者预后的影响，结果
显示癌栓细胞数量 ＜ 5. 5 组与癌栓细胞数量≥5. 5
组的 OS，差异有显著性( P = 0. 019，图 8) 。
图 7 不同脉管侵犯程度患者 OS 比较
图 8 ≤2 个灶脉管侵犯，不同癌栓细胞数量患者 OS 比较
3 讨论











问题。本组应用鸡尾酒抗体 D2-40 /CD34-CK 双重
免疫组化染色对 CＲC 淋巴结检出数量不足的 CＲC
标本进行脉管侵犯检测，并进行回顾性分析，比较该
方法的预后判断价值。
应用鸡尾酒抗体 D2-40 /CD34-CK 检测的方法
具有一定优势: ( 1) 与 HE 染色或单一抗体免疫组化
染色的光镜观察相比，该方法能在同一平面更好地



















错误信息。本组中有 43 例标本( 瘤栓灶数≤2 个
灶) 以 5. 5 为 Cut-off 值来划分的两组病例，在生存
分析曲线上差异有显著性( P ＜ 0. 05) 。提示当微小









原因 之 一。MMＲ 状 态 是 近 年 CＲC 分 析 的 热 点，
MMＲ 状态也可能与 CＲC 临床病理特征有关［13］; 由
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Application of D2-40 /CD34-CK cocktail antibodies for
colorectal cancer with insufficient lymph node harvest
LIU Xian-hua1，2，YU Ying-hao1，QI Xing-feng1，WU Zai-zeng1，HU Shun-qi1，XIONG Xi-sheng1，
XIANG Juan1，ZHENG Zhi-yong1，QU Li-juan1，YE Xian-zong1
( 1Department of Pathology，900 Hospital of the Joint Logistics Team /Clinical Medical College of
Fujian Medical University /Dongfang Hospital of Xiamen University，Fuzhou 350025，China;
2 School of Basic Medical Science，Fujian Medical University，Fuzhou 350004，China)
ABSTＲACT Purpose To investigate the value of application
of D2-40 /CD34-CK cocktail antibodies by double immunohisto-
chemical staining for assessment of lymphovascular invasion
( LVI) and to determine its prognostic significance in colorectal
cancer with insufficient lymph node harvest． Methods Speci-
mens from 133 cases of colorectal cancer with less than 12 lymph
nodes were selected． HE staining and double immunohistochem-
ical staining of the cocktail antibodies were performed to compare
the difference of the two methods in screening for LVI． The The
relationship between LVI confirmed by cocktail antibody immu-
nohistochemical staining and clinicopathological characteristics
and overall survival ( OS) of patients was analyzed． Ｒesults
( 1) The detection rates of cocktail antibody double immunohis-
tochemical staining and HE staining for LVI were 42. 9% ( 57 /
133) and 21. 8% ( 29 /133 ) with statistically significant differ-
ence ( P ＜ 0. 001 ) ． ( 2 ) The presence of LVI confirmed by
double staining was significantly associated with Dukes staging，
depth of invasion，clinical stages，lymph node metastasis and
tumor budding ( P ＜ 0. 05) ． ( 3) The presence of LVI，the loca-
tion and extent of LVI，and the number of tumor cells in
thrombus ≥5. 5 for cases with LVI ≤2 clusters，were signifi-
cantly associated with OS ( P ＜ 0. 05 ) ． Conclusion D2-40 /
CD34-CK cocktail antibodies double staining is superior to rou-
tine HE staining in assessing LVI． LVI is intimately associated
with tumor stage，lymph nodes metastasis and tumor budding，
and it is an independent prognostic factor for CＲC patients． It
should be a supplementary examination for these patients with
insufficient lymph node harvest．
Key words: colorectal neoplasm; D2-40 /CD34-CK cocktail anti-
bodies; lymphovascular invasion; prognosis; clinicopathological
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